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1. Method for preparing, by filtration, a factor 

VIII solution which is virally secure and essentially 
devoid of high molecular weight vWF, according to 
which: 

- a solution containing highly or very highly 
pure factor VIII is prepared, which contains or is 
essentially devoid of high molecular weight factor. 

VIII-vWF complexes; 

- a step a) is optionally carried out, which 
enables, if required, the dissociation of the high 
molecular weight factor VIII-vWF complexes and the 
production of a solution which is essentially devoid of 
high molecular weight vWF-associated factor VIII; 

- a step b) is carried out, of filtration of 
said solution which is essentially devoid of high 
molecular weight vWF-associated factor VIII through a 
hydrophilic filter having a porosity as low as 15 nm. 

2 Method according to claim 1, characterized xn 

that said dissociation step is carried out by means of 
a chaotropic ion in sufficient amount to enable the 
dissociation. 

3. Method according to claim 2, characterized in 
that said chaotropic ion is a divalent ion. 

4. Method according to claim 3, characterized in 
that said divalent ion is the Ca 2+ ion. 

5. Method according to one of claims 2 to 4 , 
characterized in that said divalent ion is added in the 
form of a saline solution from 0.2 M to salt 
saturation. 

6. Method according to claim 5, characterized in 
•> that said solution is a CaCl 2 solution. 

7 Method according to either of claims 5 or 6 , 

characterized in that said Ca 2+ ion is added in the form 
of a CaCl 2 solution, 0.35 M to saturation. 
8. Method, according to one of claims 1 to 7 , 

characterized in that step b) is carried out at 



a 
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pressure lower than the recommendation threshold 
recommended by the supplier. 

9 Method according to claim 8, characterized in 

that said filter is a Planova® 15 N membrane used at a 
5 pressure lower than 0.3 bar, preferably lower than 
0 . 2 bar . 

10. Method according to one of claims 1 to 9, 

characterized in that step b) is carried out at a 
temperature of approximately 35±5°C. 
10 11. Method according to any one of claims 1 to 10, 

characterized in that the starting solution is obtained 
by purification of a plasmatic fraction, in particular 
the cryoprecipitated fraction of the plasma, by ion 
exchange chromatography. 
15 12 Method according to claim 11, characterized in 

that the concentrated factor VIII fraction obtained at 
the end of the purification by ion exchange 
chromatography is eluted under the dissociating 

conditions of step a) . 
20 13 Method according to one of claims 1 to 10, 

characterized in that the starting factor VIII solution 

is obtained by prepurif ication of a plasmatic fraction. 

in particular the cryoprecipitated fraction of the 

plasma, by heparin precipitation. 
25 14 Method according to any one of claims 1 to 13, 

characterized in that the starting factor VIII solution 

is partially virally inactivated by solvent /detergent 

treatment . 

15 Method according to one of claims 1 to 10, 
30 characterized in that the starting factor VIII solution 

comprises immunopurif ied factor VIII. 

16 Method according to one of claims 1 to 10, 
characterized in that the starting factor VIII solution 
comprises recombinant factor VIII. 

35 17 Method according to one of claims 1 to 16, 

characterized in that the factor VIII in the starting 
solution has a specific activity at least equal to 
50 IU/mg, preferably at least equal to 100 IU/mg. 
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18. Method according to any one of claims 1 to 17, 
characterized in that the factor VIII concentration C 
of the starting factor VIII solution is from 
approximately 2 to approximately 100 U/ml, preferably 

5 from approximately 10 to approximately 50 U/ml. 

19. Method according to one of claims 1 to 18, 
characterized in that the protein content of the 
starting factor VIII solution is from approximately 
0.05 to approximately 0.5 mg/ml, preferably from 

10 approximately 0 . 1 to approximately 0.5 mg/ml. 

20. Virally secure factor VIII solution which can 
be obtained by the method according to any one of 
claims 1 to 19. 

21. Solution according to claim 20, as a medicinal 
15 product. 

22. Solution according to claim 20, as a medicinal 
product for treating hemophilia A. 
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1 . Base du rapport 

a En ce aui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
Kue*£^ d ^ os6e ' Sauf indiCati ° n Contraire d ° m ' e S ° US meme P 

Q ,a recherche internationale a « effectuee sur la base d'une traduction de la demande Internationale remise a .'administration. 

b En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande Internationale (le cas echeant),| 
fa ^rechlrche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 
p] contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 
remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 
remis ulterieurement a i'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 



2. 
3. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



La declaration, selon laque.le le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

La declaration, selon laquelie les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identities a celles 
du listage des sequences presente par ecnt, a ete fournte. 

,1 a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire Tobjet d'une recherche (voir le cadre I). 
II y a absence d'unite de I'invention (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le titre, 

pg ie texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

I — I Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



6. 



En ce qui concerne I'abrege, 

(VI le texte est approuve tel qu'il a 6t6 remis par le deposant 

de recherche internationale. 
La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° 
I I suggeree par le deposant. 
I [ parce que le deposant n'a pas suggere^ de figure. 
I I parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 



□ 



Aucune des figures 
n'est a publier. 
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Basis of the report 
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Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
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Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR98/02715 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed " and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

[ [ the international application as originally filed. 

the description, pages f as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-23 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



3 1 January 2000 (31.01 .2000) 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I 1 the description, pages 

I I the claims, Nos. 



□ 

the drawings, sheets/fig 



3 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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International application No. 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments,): 

The amendments to the present application, submitted with 
the fax dated 31 January 2000, comply in form with the 
requirements of PCT Article 34(2). 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-23 



1-23 



1-23 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

Reference is made to the following document: 
Dl: WO 96/00237 

The following document was not cited in the international 
search report. A copy of this document is attached as an 
annex hereto. 

D2: J. CHROMATOGR. B. BIOMED. APPL., Vol. 662, No. 2, 9 
December 1994, pages 181-190, Josic et al. 'Purification 
of factor VIII and von Willebrand factor from human plasma 
by anion-exchange chromatography' MEDLINE ABSTRACT. 



Novelty 

None of the documents cited describes a method for 
obtaining a virally safe solution of the plasma 
protein complex called factor VIII (cf . Point VIII, 
paragraph 1) , said solution being essentially free 
of high molecular weight vWF and obtained from a 
solution containing high molecular weight factor 
VII-vWF complexes, said method combining a 
dissociation step and a filtration step using a 
filter with a porosity of 15 nm. 

The present application therefore complies with the 
requirement of novelty set out in PCT Article 33(2), 
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2. Inv^ntlv^/ step 
j "* 

In the present application, the* underlying technical 

problem is the elimination of. (Viruses which may be 

present in solutions containing factor VIII combined 

with vWF. The technical problem stems from the 

nature of the combination of factor vWF and factor 

VIII (vWF being a glycoprotein which circulates in 

plasma in the form of .multimers with a molecular 

weight of between 850 kDa and 20,000 kDa, cf. Online 

Mendelian Inheritance in Man (OMIM) , "von 

Willebrand" article, entry number 193400) : the size 

of this complex does not enable passage through the 

pores of the filters used in the prior art to 

eliminate viruses in recombinant factor VIII 

solutions as in Dl . 

The separation of factor VIII and vWF using 
treatment by Ca 2+ ions after purification of the 
factor VIII-vWF plasma complex using chromatography 
is known, that is, "a high purity factor VIII 
solution" (see D2) . The elimination of vWF proteins 
(that is, implicitly, high molecular weight vWF 
complexes) using chromatography is also envisaged in 
order to obtain a factor VIII solution free of vWF, 
and therefore, implicitly, free of high molecular 
weight vWF (see summary) . Following the teaching of 
Dl, a person skilled in the art could have envisaged 
filtering the solution of dissociated factor VIII/ 
vWF which is obtained in order to eliminate virus 
particles and to promote the passage of factor VIII 
with ,a molecular weight of 295 kDa (that is, of a 
diameter less than that of parvoviruses, the 
smallest viruses considered) through the pores of 
the filter. Nonetheless, nothing would have 
prompted a person skilled in the art to do this 
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since the filters needed for elimination of small 
viruses have a porosity of 15 nm and theoretically 
only allow molecules of a molecular weight lower 
than 160 kDa to pass through. 

Consequently, the present application complies with 
the requirement of inventive step set out in PCT 
Article 33(3) . 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



arises from the fact that the designation " factor 
VIII" applies not only to the "factor VIII" 
polypeptide but also to the plasma protein complex 
formed from the combination of a "factor VIII" 
polypeptide and several "vWF" polypeptides. The 
examples in the present application focus 
exclusively on a filtration method for factor VIII 
plasma protein complex ,, that is factor VIII 
complexed with vWF molecules (see page 8, lines 31- 
34; Tables 1, 2, 3 and 6; Figure 1), the said method 
necessarily comprising a treatment step using a 
chaotropic divalent cation and a filtration step 
using a filter with a maximum porosity of 15 nm. 

2. Claim 1 refers to a filter with a "porosity as low 
as 15 nm" . The International Preliminary Examining 
Authority considers that this term refers to filters 
with porosity greater than or equal to 15 nm. 
However, the invention lies exclusively in the use 
of a filter with a porosity of 15 nm in order to 
allow, in an unexpected manner, wild factor VIII 
(295 kDa) to filter through and to achieve the 
proposed aim of the invention (the elimination of 
the smallest viruses) . The use of filters with a 
greater porosity therefore does not solve the 
technical problem. Claim 1 therefore does not 
fulfil the requirements of PCT Article 6. 

3. Moreover, it appears that the fact that the initial 
solution must contain factor VIII-vWF complexes 



1. 



In the claims as formulated, a major confusion 
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VIII. Certain observations on the international application 

(even if it contains recombinant factor VII in 
addition to these complexes (Claim 17), see page 4, 
lines 25-30; page 9, lines 7-12; page 11, lines 12- 
17)) is an essential feature enabling the method of 
the present invention to be distinguished from prior 
art methods (Dl) . 

4. It is clear from the description (see the examples) 
that treatment using a high concentration chaotropic 
salt (final CaCl 2 concentration of 0.2 M), is a 
necessary feature for the definition of the 
invention . 

In fact, all the examples in the present application 
include such a step. Moreover, Dl suggests that the 
increase in filtration yield achieved at high salt 
concentrations (0.2 M and more, see Claim 1) comes 
from the fact that under these conditions, the 
proteins contract and can pass more easily through 
the pores of the filter (page 3, lines 12-13) . 
Since Claim 1 does not contain this feature 
(treatment with a chaotropic salt at, at least, 
0.2 M) , it does not fulfil the requirement of PCT 
Article 6 in conjunction with PCT Rule 6.3(b) which 
stipulate that an independent claim must contain all 
the 'technical features which are necessary for the 
definition of the invention. 

5. In Claim 1, the relative terms ("high or very high 
purity", "high molecular weight" ) or the vague terms 
("essentially") cast doubt as to the significance of 
the technical features to which they refer. The 
subject matter of the said claim is therefore not 
clearly defined (PCT Article 6) . 
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VIII. Certain observations on the international application 



6. The same is true for the term " approximately" 
(Claims 19 and 20) . 

7. In Claims 2-8, the reference to "high" molecular 
weight complexes is rendered all the more unclear by 
the fact that the description defines complexes of 
high molecular weight as containing more than 15 vWF 
per molecule of factor VIII, in contrast to 
complexes "with a degree of polymerisation 

>5 or >10" (see page 11, lines 12-17). However, it 
is obvious that complexes with a degree of 
polymerisation >5 or >10 include high molecular 
weight complexes (that is, complexes with a degree 
of polymerisation >15) . 

8. Claim 9 specifies that in the method of Claims 1-7, 
the filtration step is carried out "at a pressure 
lower than the threshold recommended by the 
supplier" . This expression adds no feature enabling 
characterisation of the claimed method because the 
proposed pressure is not clearly defined (PCT 
Article 6) . 

9. Claim 10 contains a trademark which should be 
removed (PCT Guidelines, III, 4.5b). 
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I. Base du rapport 



1 Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacementqu, ont ete remises a 
' I'offZ rTcepteur en reponse a une invitation faite conformant a /'article 14 sent cons,derees dansle present 
^n^^ioJLsnt deposees" et ne sent pas jointes en annexe au rapport pwsau'elles ne continent 
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2. Les modifications ont entraine I'annuiation : 
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□ des dessins, feuilles : 

3 □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications qui ont «*™^<*** 
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(regie 70.2(c)) : 



4. Observations complementaires, le cas echeant : 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-Vltl. feuille 1) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN D rT/PPQB/n97i^ 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande Internationale n HI I /f Hb>B/U^ 1 1 5 



V Declaration motivee selon l article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
duplication industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 
Nouveaute 



Activite inventive 



Oui : 


Revendications 


1-23 


Non : 


Revendications 


Aucune 


Oui : 


Revendications 


1-23 


Non : 


Revendications 


Aucune 


Oui : 


Revendications 


1-23 


Non : 


Revendications 


Aucune 



2. Citations et explications 
voir feu i He separee 



VIII. Observations relatives a la demande international 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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II est fait reference au document suivant 
D1: WO 96/00237 



Le document suivant n'a pas ete cite dans le rapport de recherche international. Une 
copie de ce document est jointe en annexe. 

D2- J. CHROMATOGR. B. BIOMED. APPL, Vol. 662, No.2, 9 December 1994, pages 
181-190, Josic et al. 'Purification of factor VIII and von Willebrand factor from 
human plasma by an ion-exchange chromatography' MEDLINE ABSTRACT. 

Concernant le point I 
Base du rapport 

Les modifications apportees a la presente demande par le telefax du 31 janvier 2000 
repondent dans leur forme aux exigences de I'article 34(2) PCT. 

Concernan t le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite mvent.ve 
et la possibility ^application industrielle; citations et explications a l appu. de 
cette declaration 

1. Nouveaute 

Aucun des documents cites ne decrit un precede detention d'une solution du 
complexe proteique plasmatiaue appele facteur VIII (voir point VIII, paragraphe 1) 
securisee viralement essentiellement depourvue de vWF de haut poids 
moleculaire a partir d'une solution contenant des complexes de haut poids 
moleculaire facteur VIII-vWF, combinant une etape de dissociation et une etape 
de filtration sur un filtre d'une porosite de 15 nm. 

La presente demande est done conforme au critere de I'article 33(2) PCT relatif a 
la nouveaute. 

2. Activite inventive 

Dans la presente demande, le probleme technique sous-jacent reside dans 
I'elimination de virus eventuellement presents dans des solutions contenant 
facteur VIII associe a du vWF. Le probleme technique provient des 
caracteristiques d'association du facteur vWF et du facteur VIII (vWF etant une 
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glycoproteine qui circule dans le plasma sous forme de multimeres ayant un poids 
moleculaire de 850 kDa a 20 000 kDa, cf. Online Mendelian Inheritance in Man 
(OMIM), article "von Willebrand", numero d'accession 193400) : la taille de ce 
complexe ne permet pas le passage au travers des pores des filtres utilises dans 
I'art anterieur pour eliminer les virus des solutions de facteur VIII recombinant 
comme dans D1. 

La separation du facteur VIII et du vWF grace au traitement par des ions Ca 2+ 
apres la purification du complexe facteur VIII-vWF plasmatique par 
chromatoaraphie est connue, c'est-a-dire "une solution de facteur VIII de haute 
purete" (voir D2). L'elimination des proteines vWF (c'est-a-dire de maniere 
implicite des complexes vWF de haut poids moleculaire) par chromatographie est 
egalement envisagee afin d'obtenir une solution de facteur VIII depourvue de 
vWF, et done implicitement de vWF de haut poids moleculaire (voir le resume). 
L'homme du metier, selon I'enseignement de D1, aurait pu envisager de filtrer la 
solution de facteur VIII/vWF dissocie obtenue afin d'eliminer les particules virales 
et de favoriser le passage au travers des pores du filtre du facteur VIII de poids 
moleculaire 295 kDa (c'est-a-dire d'un diametre inferieur a celui des parvovirus, 
les plus petits virus envisages). Neanmoins, rien n'aurait pousse l'homme du 
metier a agir ainsi car les filtres necessaires a eliminer les petits virus ont une 
porosito de 15 nm et ne permettent theoriquement que le passage des molecules 
de poids moleculaire inferieur a 160 kDa. 

En consequence, la presente demande est conforme au critere de ('article 33(3) 
PCT relatif a I'activite inventive. 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande Internationale 

1 . Dans les revendications telles que formulees, une confusion majeure provient du 
fait que I'appellation "facteur VIII" s'applique non seulement au polypeptide 
"facteur VIII", mais egalement au complexe proteique plasmatique forme de 
I'association d'un polypeptide "facteur VIII" et de plusieurs polypeptides "vWF". 
Les exemples de la presente demande sont exclusivement diriges vers un 
procede de filtration du complexe proteique facteur VIII plasmatique, c'est-a-dire 
le facteur VIII complexe a des molecules de vWF (voir page 8, lignes 31-34; 
Tableaux 1, 2, 3 et 6; Figure 1), ledit procede comprenant obliqatoirement une 
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etape de traitement a I'aide d'un ion divalent chaotropique et une etape de 
filtration sur un filtre d'une porosite de 1 5 nm au plus. 

2. La revendication 1 se refere a un filtre d'une "porosite aussi faible que 15 nm". 
L'Autorite chargee de I'Examen Preliminaire International considere que ce terme 
designe des filtres d'une porosite superieure ou eaale a 15 nm. Or, I'invention 
reside uniauement dans I'utilisation d'un filtre d'une porosite de 15 nm afin de 
laisser passer, de facon surprenante, le facteur VIII sauvage (295 kDa) et 
d'atteindre le but recherche (I'elimination des plus petits virus). Utilisation de 
filtres d'une porosite superieure ne repond done pas au probleme technique pose. 
La revendication 1 n'est done pas conforme aux exigences de I'article 6 PCT. 

3. De plus, il apparait que le fait que la solution de depart contienne imperativement 
des complexes Facteur VIII-vWF (meme si elle contient en plus de ces complexes 
du facteur VII recombinant (revendication 17), voir page 4, lignes 25-30; page 9, 
lignes 7-12; page 11, lignes 12-17) est une caracteristique essentielle permettant 
de differencier le procede de la presente invention des procedes de I'art anterieur 
(D1). 

4. II ressort clairement de la description (voir les exemples) que le traitement par un 
sel chaotropique a forte concentration (le CaCI 2 a 0.2 M final) est une 
caracteristique essentielle a la definition de I'invention. 

En effet, tous les exemples de la presente demande comprennent une telle etape. 
De plus, D1 suggere que I'augmentation du rendement de filtration a haute 
concentration saline (0.2 M et plus, voir revendication 1) provient du fait que dans 
ces conditions, les proteines se contractent et peuvent passer plus facilement par 
les pores du filtre (page 3, lignes 12-13). 

La revendication 1 ne contenant pas cette caracteristique (traitement avec un sel 
chaotropique a 0.2 M au moins), elle ne remplit pas la condition visee a I'article 6 
PCT en combinaison avec la regie 6.3 b) PCT, qui prevoient qu'une revendication 
independante doit contenir toutes les caracteristiques techniques essentielles a la 
definition de I'invention. 

5. Dans la revendication 1, les termes relatifs ("haute ou tres haute purete", "haut 
poids moleculaire") ou vagues ("essentiellement") introduisent un doute quant a la 
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signification des caracteristiques techniques auxquelles ils se referent. L'objet de 
ladite revendication n'est done pas clairement defini (article 6 PCT). 

6. II en est de meme pour le terme "environ" (revendications 19 et 20). 

7. Dans les revendications 2-8, la reference a des complexes de "haut" poids 
moleculaire est d'autant moins claire que la description definit les complexes de 
haut poids moleculaire comme contenant plus de 15 vWF par molecule de facteur 
VIII, par opposition aux complexes "d'un degre de polymerisation >5 ou >10" (voir 
page 11, lignes 12-17). Cependant, il est evident que les complexes "d'un degre 
de polymerisation >5 ou >10 englobent les complexes de haut poids moleculaire 
(e'est-a-dire d'un degre de polymerisation >15). 

8. La revendication 9 precise que dans le procede des revendications 1-7, I'etape 
de filtration s'effectue "a une pression inferieure au seuil des recommandations 
preconisees par le fournisseur". Cette expression n'apporte aucun element 
permettant de caracteriser le procede revendique car la pression envisagee n'est 
pas clairement definie (article 6 PCT). 

9. La revendication 10 contient une marque de fabrique qui doit etre eliminee 
(Directives, Ch. Ill, 4.5b). 
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RZVENDICA.TIONS 



1. 



_ Precede de preparation par filtration d'une solution de 
facteur VIII securisee viralement et essentiellement depourvue 
de VWP de haut poids moleculaire, selon lequel : 

- on prepare une solution contenant du facteur VIII de haute ou 
tres haute purete essentiellement depourvue de complexes de haut 
poids moleculaire facteur VXII-vWF ; 

- on met en oeuvre une etape de filtration de ladite solution 
essentiellement depourvue de facteur VIII associe a du vWF de 
haut poids moleculaire sur un filtre hydrophile ayant une 
porosite aussi faible que 15nm. 

2 . Proe6de selon la revendication 1 caracterise en ce qu' il 
comprend en outre, avant 1' etape de filtration, une etape 
permettant la dissociation, des complexes de haut poids 
moleculaire facteur VIII-vWF et 1'obtention d'une solution 
essentiellement depourvue de facteur VIII associe a du vWF de 
haut poids moleculaire. 

3. Procede selon l'une des revindications l ou 2, 
caracterise en ce que ladite etape de dissociation est realisee 
au moyen d'un ion chaotropique en quantite suffisante pour 
permettre la dissociation. 

4. Precede selon la revendication 3, caracterise en ce que 
ledit ion chaotropique est un ion divalent. 

5. Precede selon la revendication 4 f caracterise en ce que 
ledit ion divalent est l'ion Ca J *. 

6. Proced4 selon l'une des revendications 3 a 5, 
caracterise en ce que ledit ion divalent est ajoute sous forme 
d'une solution saline de 0.2 M a saturation des sels. 

7. Precede selon la revendication 6 r caracterise en ce que 
ladite solution est une solution de cacl 2 . 

8. Precede selon l'une des revendications 6 ou 7, 
caracterise en ce que ledit ion Ca a * est ajoute sous forme d'une 
solution CaCl ar 0.35 Ma saturation. 
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9. Procede selon l'une des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce que 1'etape b) eat effectuee a une predion 
inferieure au seuil des recommandations preconisees par le 
fournisseur • 

5 10. Procede selon la revendi cation 9, caracterise en ce que 

1-dit filtre est una membrane Planova® 15 N utilise a une 
pression inferieure a 0,3 bar, de preference inferieure a 
0,2 bar. 

11. Procede selon l'une des revendi cations 1 a 10, 
10 caracterise en ce que 1'etape b) est effectuee a une temperature 

de l'ordre de 35+5 °C. 

12. Precede selon l'une quelccnque des revendi cations 1 a 
1 X/ caracterise en ce que la solution de depart est obtenue par 
purification d'une fraction plasmatique, notamment la fraction 

15 cryoprecipitee du plasma, par chroma tographie d'echange d'ions. 

13. Precede selon la revendication 12, caracterise en ce 
que la fraction concentree de facteur VIII obtenue a 1' issue de 
la purification par chromatography e d'echange d'ions est eluee 
dans les conditions dissociantes de 1 ' etape a) . 

14. Precede selon l'une des revendications 1 a 11, 
caracterise en ce que la solution de facteur VIII de depart est 
obtenue par pre-purification d'une fraction plasraatique, 
notamment la fraction cryoprecipitee du plasma, par 
precipitation a l'heparine. 

25 15. Precede selon l'une quelconque des revendications 1 a 

14, caracterise en ce que la solution de facteur VIII de depart 
est partieliement inactivee viralement par traitement solvant- 
detergent . 

16. Procede selon l'une des revendications 1 a 11, 
30 caracterise en ce que la solution de facteur VIII de depart 

comprend du facteur VIII iinmunopurif ie . 

17. Procede selon l'une des revendications 1 a 11, 
caracterise en ce que la solution de facteur VIII de depart 
comprend du facteur VIII recombinant. 



20 



FEU1LLE MODiFiEE 



21 



18. Procede salon l'une des revendication 1 A 17, 
caracterise en ce que le facteur VIII dans la solution de depart 
a une activity specifique au moins egale a 50 UI/«g, <** 
preference au moins egale a 100 Ul/rag. 

19. Procede selon l'une quelconque des revindications 1 a 
18, caracterise en ce que la concentration en facteur VIII c de 
la solution de facteur VIII de depart est de environ 2 a environ 
100 U/ml, de preference de environ 10 a environ 50 U/ml. 

20. Procede selon l'une des revindications 1 a 19, 
caracterise en ce que la teneur en prcteines de la solution de 
facteur VIII de depart est de environ 0.05 a environ 0.3 mg/ml, 
de preference de environ 0.1 a environ 0.5 mg/ml. 

21. Solution de facteur VIII securisee viralement 
susceptible d'etre obtenue par le procede selon l'une quelconque 
des revindications 1 a 20. 

22. Solution selon la revendication 21, a titre de 

medicament - 

23. Solution selon la revendication 22, a titre de 
medicament pour le traitement de l'hemophilie A. 
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